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　胚性幹細胞や iPS 細胞などの多能性幹細胞は次世代再生医療への応用が期待されているが、目的細胞への
高精度で効率的な分化誘導技術は未だ確立されていない。その原因の一つとして、多能性幹細胞は未分化維
持培養液中でも単一コロニー中から形態や性質の異なる細胞が局所的・自然発症的に出現し、特定方向への
分化刺激を与えても複数の細胞応答が誘導されることが挙げられている。近年になって均一な未分化状態を
維持するための物質（増殖・分化シグナルの阻害剤で 2i と呼ばれる）が報告されたが、多能性幹細胞の単
一コロニー中から局所的に形態・分化状態の異なる細胞が出現する分子機構は全く未知であった。本申請論
文の著者は、その機構を発生生物学および分子生物学の手法を駆使して解析し、通常細胞内に存在する膜タ
ンパク質をその現象を担う因子として特定するに至った。この膜タンパク質は、上述の未分化維持物質2i が
存在しないと細胞集団の特定の場所で局所的に細胞外に呈示され、これが隣接細胞の形態や分化状態を大き
く変化させることが判明した。また、細胞外に呈示されたものの機能を阻害するアンタゴニストの調製にも
成功しており、得られた知見は再生医療の実現に向けた大きなステップになると期待される。　
論 文 内 容 の 要 旨
　申請者は、分化万能性を有し再生医療の有力ツールとされる ES/iPS の一部が自発的に不安定化する原因
を突き止め、それをブロックする物質の調製にも成功した。本論文は、序論を含めた10章の内容で構成され、
研究結果については４章で５節に分けて記述し、それぞれについて細かく考察している。
　第１節では、ES 細胞は強力な未分化維持因子（2i）が存在しない場合に形態・分化状態の異なる細胞が
局所的に出現し、この際に細胞内で小胞輸送に関わる膜タンパク質 syntaxin-4が一部の細胞で表面（細胞外）
に呈示されることを見出した。第２節では、遺伝子操作により細胞外での syntaxin-4の発現誘導が可能な
ES 細胞を作製し、これを用いて syntaxin-4の細胞外発現が引き起こす ES 細胞の挙動変化を古典的な分子発
生生物学的手法を用いて解析した。細胞外 syntaxin-4は上皮形態をとる ES 細胞中で細胞接着分子の発現挙
動を変化（E-cadherin から P-cadherin へのスイッチ）させて間質細胞様の形態へと誘導し、同時に中胚葉
への分化を促すことが明らかになった。また、特筆すべきことに、2i は syntaxin-4の細胞外呈示を阻害し未
分化性維持に貢献する一方で、syntaxin-4を強制的に細胞外へ呈示させると、十分な未分化性維持効果を発
揮できないことが判明した。また、syntaxin-4 のフラグメントの組換え体の中から syntaxin-4の細胞外機能
を阻害するアンタゴニストを見出し、これが 2i よりも強力に ES 細胞の未分化性を維持させる可能性も示
唆した。第３節では、最新のトランスクリプトーム解析を通して細胞外 syntaxin-4の下流因子を網羅的に抽
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出し、それぞれについて syntaxin-4の機能発現との関わりを詳細に解析している。特に、細胞外 syntaxin-4
は ES 細胞の未分化性を支持する一連の転写因子 Zscan4ファミリーに対し、それら全ての発現を劇的に減
少させることが分かった。また、この解析結果を糸口として、細胞外 syntaxin-4の機能発現と PI3K/Akt シ
グナルの関わりを導き出した。第４、５節では、ES 細胞より安定で分化刺激応答の単純な胚性癌細胞（EC
細胞）を用いて２－３節で得た知見を高精度で確認している。第４節では E-cadherin を発現する F9 細胞を
用いて、細胞外 syntaxin-4 が E-cadherin から P-cadherin へのスイッチならびに間質様の細胞形態へと変化
させる機構を詳細に検証した。また、第５節では、中胚葉への分化誘導が可能な 19CL6 細胞を用いて、細
胞外 syntaxin-4が中胚葉への分化を誘導することを証明した。
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
　申請者は、多能性幹細胞の分化状態に深く関わる非拡散性物質として細胞膜タンパク syntaxin-4を同定し、
この物質の細胞外での局所呈示が多能性幹細胞の運命決定に極めて重要であること見出した。胚性幹細胞
ES 細胞は、一般的な未分化維持条件下でも単一コロニー中で形態や分化状態の異なる細胞が局所的・自然
発症的に出現し、これにより特定の分化刺激に対して不均一な分化応答を生み出してしまう。このような多
能性幹細胞の不安定性は、分化刺激により目的細胞を効率的に調製する際の致命的な障害となり、これが従
来から再生医療実現の大きなハードルとなっていた。本研究では、ES 細胞、ならびに安定で分化刺激応答
が単純な複数の胚性癌細胞（EC 細胞）を併用し、古典的な分子発生生物学的手法と最新のトランスクリプ
トーム解析を組み合わせることで、多能性幹細胞の局所的不均一性を生み出す原因をつきとめた。また、得
られた知見を深化させることでその阻害物質（アンタゴニスト）の調製にも成功した。このアンタゴニスト
は、現在世界中が注目している未分化状態維持物質 2i よりもさらに強力な未分化性維持効果を発揮する可
能性があり、一連の研究成果は学術的のみならず再生医療の実用化を考える上でも極めて興味深くインパク
トも強い。
　申請者は、本論文の内容を２編の査読付き筆頭著者論文（Tissue & Cell Res. および Scientific Reports）、１
編の総説、５回の国際学会、12回の国内学会で自ら発表し、関連した内容についても共著者として４編の原
著論文で発表している。また、申請者は日本学術振興会の特別研究員（DC2）に選出されただけでなく、本
学における仁田記念賞と山田晴河賞、日本分子生物学会ならびに民間財団における優秀賞を受賞している。
審査委員会は、本論文の内容を中心に審査会と公聴会を実施し、申請者が自身の研究についての意義・課題
や周辺の最新情報について深く理解し、今後独立して研究遂行する能力を有していることを確認した。以上
より、審査委員会は本論文の著者が博士（理学）の学位を授与されるに足る資格を十分有するものと判定した。
